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TAINS NO C

July 29, 1992

Document Processing Center (TS-790)
Office of Toxic Substances

Environmental Protection Agency -
401 M Street, SW ’
Washington, DC 20460

Attention: Section 8(e) Coordinator I
(CAP Agreement)

RE: 8E-CAP-0065

CEHQ- 0%~ D972 imit

Miles Inc. is submitting a study under the TSCA Section 8(e) Compiian%g Audit
Program (CAP Agreement 8E-CAP-0065).

Dear Sir:

The tested chemicals in the attached documents are Desmodur 44M and Desmodur
44 V 20 and can be represented by the CAS Registry Numbers 101-68-8 and
9016-87-9.

The titles of the accompanying documents are Salmonella/Mikrosomen-Test Zur
Untersuchung Auf Punktmutagene Wirkung by B. Herbold, dated August 1, 1980 and
Salmonella/Mikrosomen-Test Zur Untersuchung Auf Punktmutagene Wirkung by R.
Herbold, dated July 17, 1980.

The results in this study that may be considered reportable according to the
TSCA 8(e) Reporting Guide include positive findings in in-vitro mutagenicity
tests supporting a positive finding of carcinogenicity in a chronic study.

These compounds have not been the subject of a previous TSCA Section &(e)
submission or premanufacture notification.

The information submitted in this report is not considered Confidential
Business Information.

If you have any questions on this submission, please contact me.

Sincerely,

Donald W. Lamp, Ph.D
Vice President
Product Safety and Regulacory Affairs
412-777-7431
547.LTR/vmk
Attachments
Certified Maii P 827 215 547
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ZUSAMMENFASSUNG

1. Desmodur 44 M wurde im Salmonella/Mikrosomen-Test in Cosen
bis 2500ug pro Platte an einer Salmonella typhimurium LT2-
Mutante ergdnzend mit Aceton als Ldsungsmittel auf mutagene
Wirkung geprift. Hierbei handelte es sich um den histidin-
auxotrophen Stamm TA 100.

Dosen bis zu 2500 pg pro Platte filihrten nicht zu bakterien-
toxischen Effekten. Die Gesamtkeimzahlen blieben unverindert.
Eine Wachstumshemmung konnte nicht festgestellt werden. Mit
der Dosis 2500 pg pro Platte kam es zu Substanzprédzipita-

tionen.

Es fienden sich an Salmonella typhimurium TA 100 Hinweise

auf eine mutagene Wirkung von Desmodur 44 M. Hierbei lieB

sich eine biologisch relevante Erh8hung der Mutantenzahlen

auf etwas mehr als das Doppelte der Negativ-Kontrolle fest-

stellegb Die niedrigste effektive Dosis lag flir Salmonella

typhimurium TA 100 bei 20 ug pro Platte. Desmodur 44 M muB

Qghef als schwach aber eindeutig mutagen im Salmonella/
(_ﬁikrosomen-Test bezeichnet werden.

s

4. Die Poeitiv~Kontrollen Endoxan®

und 2~Amincanthrazen
wirkten deutlich mutagen, wie aus dem biologisch relevanten
Anstieg der Mutantenkolonien gegenilber der jeweiligen

Negativ-Kontrolle ersichtlich ist.
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1. METHODEN

Die Methodik entspricht bis auf die hier zusdtzlich ange-
gebener Punkte der im Ber .cht 91320 vom 9.5,1980.

1. Die Untersuchungen erfolcten nur mit S-9 Mix.
2. Die S5-9 Fraktion stammte aus der Aufarbeitung vom 29.4.1980.

3. Als Lbosungsmittel diente filir Desmodur 44 M Aceton flir
2-Aminoanthrazen DMSO sowie filir Endoxan entmineralisiertes

Wasser.

Die Untersuchung erfolgte im Mai 1980 am Institut £ir
Toxikologie. Alle Rohdaten befinden sich im Archiv dieses
Instituts.

Studie Nr.: DESMODUR 44 M/007
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ERGEBNISSE

Die Mittelwerte der Platten pro Dosis sind aus der Tabelle 1

zZzu entnehmen.

Wie sich hieraus ersehen 1ldBt, ergab sich kein Hinweis auf
eine bakterientoxische Wirkung von Desmodur 44 M in Dosen bis
2500 pg pro Platte. Die Gesamtkeimzahlen erbrachten fiir diese
Konzentrationen immer die gleichen Werte wie die Negativ-Kon-
trolle oder differierten nur unwesentlich und biologisch
irrelevant. Eine Wachstumshemmung konnte ebenfalls nicht
festgestellt werden. Mit 2500 ug pro ?latte kam es jedoch

zu Substanzprdzipitationen.

Mit Salmonella typhimurium TA 100 lieB sich eine dosisab-
hdngige ErhShung der Mutantenzahlen auf etwas mehr als das
Doppelte der Negativ3Kontrolle feststellen.

Die niedrigste effektive Dosis lag hierbei fiir Salmonella
typhimurium TA 100 bei 20 pug pro Platte (Tabelle 1).

&
Die Posi§1v~Kontrollen Endoxan® und 2-Aminoanthrazen erh&hten
die Zahl der Mutanten weit iiber die Negativ-Kontrcllen und

zeigt&n somit die Sensitivitit des Systems und die Aktivitdt

des S-9 Mix, da sie zur mutagenen Wirkung weitgehend der

~metabolischen Aktivierung bediirfen.
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3. BEURTEILUNG

DESMODUR 44 M filihrte im Salmonella/Mikrosomen-Test nach Ver-
wendung von Dosen bis 2F00 pg pro Platte nicht zu bakterien=-
toxischen Effekten. Mit 2500 pg pro Platte kam es jedoch zu
Substanzprdzipitationen.

Die Auswertung der einzelnen Dosisgruppen ergab hinsichtlich
der fir die Beurteilung wichtigen Parameter (Dosiseffekt, Ver-
doppelung) an Salmonella typhimurium TA 100 klare biologisch
relevante Unterschiede zu der Negativ-Kontrolle, die als
mutagene Effekte von Desmodur 44 M zu deuten sind. Somit wurde
der Befund des Berichts 9130 auch mit Aceton als Ldsungsmittel
bestdtigt.

Das Ausbleiben einer mutagenen Wirkung in Dosen iiber 100 ug
pro Platte ist wohl auf eine Substrathemmung der Enzyme des
S-9 Mix durch die Substanz zurlickzufidhren.

Die Positiv-Kontrollen erhShten trotz der eingesetzten
niedrigen Dosen die Mutantenzahlen klar {iber die Negativ-
Kontrolle wund zeigten dadurch die hohe Sensitivitdt des
Systems.

Aufgrund dieser Sensitivitdt konnten im Salmonella/Mikrosomen-
Test klare Hinweise auf schwache mutagene Effekte von Desmodur
44 M in bewertbaren Dosen bis 2500 pg pro Platte an Salmonella
typhimurium TA 100 gefunden werden.

Lot

prof.Dr.D.Lorke Dr. B. Herbold @M
geprift

Institutsleiter Versuchsleiter )
Inst. . Toxikologie
Auhh
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Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44 M

an Salmonella tyvphimurium TA 100

a

Tabelle 1

Dosis
in
pg pro FPlatte

e
~

Mu@anten

/ Platte

“{M/P)
Q

s
+ S-9 Mix

Gesamtkeimzahl
pro ml

x 1c8

M/P_Behandlung
M/P Negativ-Kontrolle

+ S-9 Mix - 5-9 Mix

109,5

' - S-9 Mix
|

o
J

143,0

259,8

230,1

LER
|
|
|

223,5

306,6

126,0

242.6

Negativ-Kontrolle
0

106,0

316,7

Positiv-Kontrolle
Endoxan 435

309,5

Positiv-Kontrolle
2-Aminoanthrazen 10

2443,3

|
|
265,3 |
[
l

283,5

* mutagener Effekt




BAYER AG 5€00 Wuppertal 1 9.5.,19¢
INSTITUT FUR TOXIKOLOGIE

Bericht Nr. 9130 Exemplar Nr.: 3

OjJe,

DESMODUR 44M

(MDI)

SALMONELLA/MIKROSOMEN-TEST ZUR UNTERSUCHUNG AUF PUNKTMUTAGENE

WIRKUNG

Die Vervielfdltigung dieses Berichtes - auc . auszugsweise -
ist untersagt. Falls erforderlich, k&nnen weitere Exemplare
vom Autor angefordert werden.




BAYER AG 5600 Wupp=artal 1, 17.7.1980
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>
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DESMODUR 44 M

3

Ergdnzung zum Bericht 9130 wvom 9.5.1980

SALMONELLA/MIKROSOMEN-TEST ZUR UNTERSUCHUNG AUF PUNKTMUTAGENE

WIRKUNG

von

Dr. B. Herbold

Die Vervielfdltigung dieses Berichtes - auch auszugsweise -
ist untersagt. Falls erforderlich, k&nnen weitere Exemplare
vom Auvtor angefordert werden.
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2ZUSAMMENFASSUNG

Desmodur 44M wurde im Salmonella/Mikrosomen-Test in Dosen

bis 2500 ug pro Platte an vier Salmonella typhimurium LT2-
Mutanten auf mutagene Wirkung gepriift. Hierbei handelt es sich
um die histidin-auxotrophen Stdmme TA 1535, TA 100, TA 1537
und TA 98.

Dosen bis zu 20 pg prr Platte fidhrten nicht zu bakterien-
toxischen Effekten. Die Gesamtkeimzahlen bliebén unveré&ndert.
Eine Wachstumshemmung konnte nicht festges;eilt werden. Im
dariber ! inausgehenden Dosisbereich wirkfe die Substanz sowohl
ohne als auch mit S-9 Mix stammspezifisch bakterientoxisch,

so daB dieser nur bedingt zur Bewertung herangezogen werden
konnte. Mit der Dosis 2500 pug pro Platte kam es zu Substanz-

prdzipitationen.

Es fanden sich an Salmonella typhimurium TA 100 und TA S8

Hinweise auf eine mutagené Wirkung von Desmodur 44M. Hierbei
lief sich an Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98 eine
biologisch relevante Erh&hung der Mutantenzahlen auf mehr als
das Doppelte der Jjeweiligen Negativ-Kontrolle feststellen.

Die niedrigste effektive reproduzierbare Dosis betrug hierbei
fir Salmonella typhimurium TA 100 20 pg pro Platte und fir

TA 98 100 pg pro Platte. Desmodur 44M muB daher als eindeutig

mutagen:}m Salmonella/Mikrosomen~Test bezeichnet werden.

Die Positiv-Kontrollen Endoxan®

: und Trypaflavin wirkten
IeSﬁnfalls deutlich mutagen, wie aus dem biologisch relevanten
Enstieg der Mutantenkolonien gegeniliber der jeweiligen Negativ-

Kontrolle ersichtlich ist.




1. EINLEITUNG

Die Mutagenitdtsuntersuchungen an Desmodur 44M erfolgten mit dem
Salmonella/Mikrosomen-Test nach Ames et al. (1973a, 1975), der

besser unter dem Trivialnamen Ames-Test bekannt ist.

Bei Desmodur 44M hande 1t es sich um ein Produkt der Sparte PU,

das auch unter der Bezeichnung MDI bek innt ist.

Der Salmonella/Mikroscmen Test stellt eine Methode zu Screening-
Untersuchungen auf die punktmutagene Wirkung chemischer Agenzien
in vitro dar. Der Nachweis solcher Effekte erfolt an auxotrophen
Mutanten von Salmonella typhimurium. Hierzu wird die Riickmutations-
rate zur Prototrophie in Negativ-Kontrollen und Behandlungsgruppen
untersucht. Aus einer ausreichenden Erhdhung dieser Rate in den

Behandlungsgruppen l&Bt sich dann auf eine mutagene Wirkung schlieBen.

Der Sdugerstoffwechsel, der in der chemischen Mutagenese von groBer
Bedeutung ist, wird hierbei durch die 9000 g~Fraktion von homogeni=-
sierten Sdugerlebern simuliert. Zusammen mit Cofaktoren bildet diese
den sog. S-9 Mix, der das eigentliche Stoffwechselmodell in diesem
Versuch darstellt.

Die Methode selbst muB als sehr sensibel betrachtet werden
(Herbold et al. 1976, 1978) und ist flir schnelle Screening-
Untersuchuncan durchaus geeignet.. Nach den vorliegencden Pub-
likationen besteht eine hohe Korrelation zwischen mutagenen
bzw. nichtmutagenen Befunden im Salmonella/Mikrosomen-Test und
carcinogener respektive nichtcarcinogener Wirkung der unter-
suchten Substanz (McCann et al. 1975a, 1976; Purchase et al.
1976, 1978). Der Test stellt also auch ein gutes System zum
Screening auf carcinogene Wirkung dar, wobei man seine Ergﬂb;
nisse jedoch nicht {iberbewerten sollte, da diese hohe Korrelations-
rate nicht fiir alle Substanzgruppen gelten dilirfte (Ames, jers.
Mitteilung).

Studie Nr.: CESMODUR 44M/007
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2. METHODEN
Substanzen

a) Testsubstanz: Desmodur 44M, Pt. 101079, ein crtemisch reine-

Korper mit der Summenformel C15H1002N2 und « =r “truktur

NCO@ CHZ-@:>— NCO

b) Positiv=Kontrollen:

1. Endoxan (Asta), Pt. 8343, ein verbreitetes Zytostatikum,

dessen Wirkstcff Cyclophosphamid ein alkylierendes Agens
und bekanntes Promutagen darstellt.

Trypaflavin (Roth), Pt. 0282995, der Wirkstoff des Pan-

flavins und Rivanols, ein Frameshiftpromutagen.

2.2 indikatororganismen

Als Indikatoren zum Punktmutagenitdtsnachweis dienten
Histidinmangelmutanten von Salmonella typhimurium LT2.
Diese wurden speziell fiir den Salmonella/Mikrosomen=Test
selektiert. Da sich Punktmutationen in zwei Grundklassen
gliedern lassen ~ Basenpaarsubstitutionen und Frameshift-
mutationen - kamen melirrere Stdmme zur Verwendung, durch
die beide Typen erfaBbar sind. Dies waren die von Ames

et al. (1973k) selektierten Stdmme Salmonella typhimurium
TA 1§3§jund TA 1537, sowie die von McCann (1975b) ent-
wickélten Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98. TA 1535
dupnd TA 100 tragen hierbei die Basenpaarsubstitution his

“G 46, wobei TA 100 zusdtzlich noch das Plasmid pKM 101

enthdlt. Dieser R-Faktor, der auch in TA 98 enthalten ist,
codiert eine Ampicillinresistenz und soll die Sensitivitédt
der Stdmme erh&hen. TA 1537 und TA 98 tragen Frameshift-
marker. Bei TA 1537 ist dies die +1-Mutante his C 3076 und
bei TA 98 der +2-Typ his D 3052.

Weiterhin besitzen alle Stdmme noch zwei weitere Eigen-
schaften gemeinsam, durch die ihre Sensitivitdt erhdht
werden soll. Einerseits sind sie deep rough, d.h. ihre
Lipopolysaccharid-Seitenketten sind teilweise nicht vor-
handen, so daB auch gr&Bere Molekfille in das Bakterium eindringen




und Mutationen erzeugen kodnnen. Andererseits ist ihre UV-
repair so gestdrt, daB Schdden, wie sie auch durch UV-Licht
ausgeldst werden (z.B. Thymindimere), nicht mehr behoben

werden konnen und somit als Mutationen manifest werden.

Bakterienkulturen wurden nach den Vorschriften von Ames et al.
(1973b) und McCann et al. (1975b) hergestellt und bei -80°C

in 0,5 ml Portionen gelagert. Zur Benutzung wurde pro Stamm
eine Portion aufgetaut und davon je 0,1 ml in ein R&hrchen
mit 5ml 37°C warmer Nutrient Broth lberfihrt.

S-9 Mix

Jur Verstoffwechselung diente S-9 Mix, der aus den Lebern von
mindestens 6 adulten mdnnlichen Sprague Dawley Ratten, ca.
200-300 g schwer, hergestellt wurde. Zur Enzyminduktion er-
hielten die Tiere 5 Tage vor der Aufarbeitung eine einzige

intraperitoneale Injektion Aroclor 1254 in einer Dosis von

500 mg/kg Korpergewicht, geldst in ErdnuBdl. Die Tiere wurden
entsprechend den Angaben von Ames et al. (1975) aufgearbeitet
und die S-9 Fraktion bei =-80°C in 10 ml-Portionen gelagert.
Zur Verwendung wurden diese Portionen in Eiswasser langsam
aufgetaut. Der S-9 Mix wurde frisch bereitet (Ames et al.
1973a), wobei die S=-9 Fraktion aus der Aufarbeitung vom
17.3.1980 stammte und zu 30% im fertigen S-9 Mix enthalten

war.

Versuchsdurchfilhrung

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte nach Ames et al. (1973a,
1975) . Zur Mutantenbestimmung wurden pro Substanz und Dosis

je 4 Ndhrb8den pro Stamm benutzt. Als Negativ-=Kontrolle dienten
ebensoviele Platten, wobei diese mit dem LYsungsmittel ohne
Testsubstanz beschickt wurden.

Zur Gesamtkeimbestimmung dienten in allen Gruppen je 2 Platten.

Die kbenutzten Bakteriensuspensionen stammten aus 24-Stunden-
Kulturen in Nutrient Broth, die bei 37°C bebriitet worden
waren. Zur Gesamtkeimbestimmung diente hierbei eine Verdilinnung

der Stufe 10°°.




Alle Gruppen wurden mit S-9 Mix versehen; zusdtzlich wurden
sie auch ohne S5-9 Mix untersucht, um eventuelle Entgiftungen
durch den Stoffwechsel zu erfassen.

Nachdem die Platten 48 Stunden bei 37°c inkubiert worden ware ,

wurden sie ausgezdhlt.

Es wurden folgende Dosen pro Platte im Hauptversuch untersucht:

ug pro Platte

. Negativ-Kontrolle 0,0
. Desmodur 44M 2500,0
. Desmodur 44M 500,0
. Desmodur 44M 100,0
. Desmodur 44M 20,0
. Desmodur 44M 4,0
. Positiv-Kontrolle Endoxan ) 435,0* (nur TA 1535 und TA 100)
. Positiv-Kontreclle Trypafhndﬂﬁ 200,0 (nur TA 1537 und TA 98)

1
2
3
4
5
6
.
8

Die Dosen der Wiederholungsversuche lassen sich aus den
Tabellen 5 bis 8 entnehmen.

Als Lﬁsungsmittel.dménte fir Desmodur 44M und Trypaflavin
DMSO sowie fir Bndoxan entmineralisiertes Wasser.

Die Untersuchungen erfolgten von Mdrz ",is April 1980 am
Institut fiir Texikologie. Alle Rohdaten befinden sich im

Archiv;dieses Instituts.
f)

R

o

2.5 Bewe}tung_ger Ergebnisse

#

b

-
f/Als positiv gilt eine reproduzierbare dosisabhingige Erhdhung

der Mutantenzahlen mindestens eines Stammes, wobei in etwa das
Doppelte der Negativ-Kontrolle erreicht werden sollte.

* entspricht 300,0 pg Cyclophosphamid




ERGEBNISSE

Die Mittelwerte der Platten pro Dosis sind aus den Tabellen 1

bis 8 zu entnehmen.

Wie sich hieraus ersehen ldbt, ergab sich kein Hinweis auf eine
bakterientoxische Wirkung von Desmodur 44M in Dosen bis 20 ug
pro Platte. Die Gesamtkeimzahlen erbrachten fiir diese Konzentra-
tionen immer die gleichen Werte wie die Negativ-Kontrollen oder
differierten nur unwesentlich und biologisch irrelevant. Eine
Wachstumshemmung konnte ebenfalls nicht festgestellt werden.
Hohere Dosen wirkten sowohl ochne als auch mit S-9 Mix stamm-
spezifisch bakterientoxisch und waren daher fiir eine Beurteilung
nur bedingt ausschlaggebend.

Mit 2500 pug pro Platte kam es jedoch zu Substanzprdzipitationen.

Mit zwei der vier verwendeten Stdmme lieB sich eine dosisab-
hdngige Erh8hung der Mutantenzahlen auf mehr als das Doppelte der
jeweiligen Negativ-Kontrolle feststellen. Bei diesen Stdmmen

handelte es sich um Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98
(Tabellen 2 und 4).

Die Befunde an Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98 wurden
durch die Wiederholungsversuche bestdtigt (Tabellen 5 und 7).

Die niedrigste effektive und reproduzierbare Dosis lag hierbei
flir Salmonella typhimurium TA 100 bei 20 pg pro Platte (Tabellen
2 und 5) und fir Salmonella typhimurium TA 98 bei 100 pg pro
Platte (Tabellen 4 und 7). Positive Befunde ergaben sich nur mit
S-9 Mix.

Da sich an TA 1537 unklare Phdnomene ergaben, wurden die
Untersuchungen mit diesem Stamm zweimal wiederholt (Tabellen
6 und 8). Diese Versuche erbrachten jedoch nur negative
Resultate.




Die Positiv-Kontrollen Endoxan® und Trypaflavin erh&hten
die Zahl der Mutanten ebenfalls weit {iber die Negativ-Kon-

trollen und zeigten somit die Sensitivitdt des Systems und
die Aktivitdt des S-9 Mix, da sie zur mutagenen Wirkung weit-

gehend der metabolischen Aktivierung bediirfen.




4., BEURTEILUNG

Desmodur 44M fiinrte im Salmonella/Mikrosomen-Test nach Ver-
wendung von Dosen bis 2500 pg pro Platte ab 100 pg pro Platte
sowohl mit als auch ohne S§-9 Mix zu bakterientoxischen Effekten.
Niedrigeie Dosen flhrten nicht zu einer Verminderung des Titers
oder des Backgroundwachstums. Mit 2500 pg pro Platte kam es

jedoch zu Substanzprdzipitationen.

Die Auswertung der einzelnen Dosisgruppen ergab hinsichtlich der
fiir die Beurteilung wichtigen Parameter (Dosiseffekt, Verdoppelung)
an Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98 klare biologisch rele-

vante Unterschi~de zu den jeweiligen Negativ-Kontrollen, die als

mutagene Effekte von Desmodur 44M zu deuten sind. Da hierbei die
niedrigsten effektiven und reproduzierbaren Dosen im niedr gen
Dosisbereich lagen und die mutagene Wirkung an Salmonella
typhimurium TA 100 und TA 98 zu beobachten war, muB Desmodur
44M als eindeutig mutagen im Salmonella/Mikrosomen-Test be-
zeichnet werden.

Die Positiv-Kontrollen erhShten trotz der eingesetzten niedrigen
Dosen die Mutantenzahlen ebenfalls klar idber die Negativ-Kon=-
trollen und zeigten dadurch die hohe Sensitivit&t des Systems.

Aufgrund dieser Sensitivitdt konnten im Salmonella/Mikrosomen-
Test klare Hinweise auf mutagene Effekte von Derfmodur 44M in be-
wertbaren Dosen bis 2500 pg pro Platte an Salmonella typhimurium
TA 100 und TA 98 gefunden werden.

L Zy

L

Prof .Dr.D.Lorke Dr. B. Herbold

Institutsleiter Versuchsleiter
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Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

an Salmonella typhimurium TA 1535

\

2o

Tabelle 1

ug pro Platte

A0

Hdtanten / Platte
(\Mf )

+ S-9 Mix

S-9 Mix

Gesamtkeimzahl
pro ml

x 1(?

M/P Behandlung
M/P Negativ-Kontrolle

+ S-9 Mix ' - 5-9 Mix

0***

140,6%*

123, 1%*

1,07

191,4**

|
I
|
l

1,24

>
L O

|-
|
I
|
I
|
I
l

286,9

Negativ-Kontrolle
0

232,0

Positiv-Kontrolle
Endoxan 435

120,2"*

|
I
|
!
|
|

7 34,21+

* mutagener Eifekt

** bakterientoxischer Effekt

*** Backgroundwachstum (5)




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

an Salmonella typhimurium TA 100 Tabelle 2

Mutanten / Platte Cesamtkeimzahl M/P Behandlung
(M/P) pro ml M/P Negativ-Kontrolle

ug pro Platte

S-9 Mix l- S-9 Mix x 108

+ 5-9 Mix I - S-9 Mix

154,0 | 118,0 28,8 1,08

439,0 02,0

635,5 119, 3 19,0

374,8 96,8 24,0

128,0 107,0 25,8

T —
Megativ-Kontrolle 119,8

0 109,5 24,4

Positiv-Kontrolle

Endoxan 435 370,0 150,5 21,3

* mutagener Effekt
** bakterientoxischer Effekt
*** Backgroundwachstum (5)




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

an Salmonella typhimurium TA 1537

O

Tabelle 3

ug pro Platte

7_4)
Mutanten / Platte

¥ (agp)

Gesamtkeimzahl
Fro ml

M/P Behandlung

M/P Negativ-Kontrolle

+ S-9 Mix I- S-9 Mix x 10° + S-9 Mix | - S-9 Mix

pEE% l 6,0%%% 178,4

8,0 5,5%x% 7 | 178, 7

4,0 ' 178,8

19,4

175,4

Negativ-Kontrolle

0 180,4

Positiv-Kontrc . 'e

Trypaflavin 200 1972

* mutagener Effekt
*** Backgroundwachstum (5)




Salmcnella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

an Salmonella typhimurium TA 98 Tabelle 4

Dosis Mutanten / Platta Gesamtkeimzahl M/P Behandlung

in
ug pro Platte (m/P) pro ml M/P Negativ-Kontrolle

8

+ S-9 Mix |- S-9 Mix x 10 + S-9 Mix - S5=9 Mix

21, 0%%% B, B**% 260,5 0,28

B6 ,BEr* 27 5xx* 309,9

138,5 15,0 271,3

79,;0 24,5 297,6

|
|
i
|
|
[
|
|

35,0 17,0 283,2

NegativEKontro¢1e 54,3 i3 398,9

Positiv-Kontrolle iy
Trypaflavin 200 21,5 399,9

* mutagener Effekt
*** Backgroundwachstum (5)




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

an Salmonella typhimurium TA 100 Tabelle 5

1.

<l

Wiederholung

Dosis
in
pg prc Platte

Mutantép / Platte
(M/P)

S-9 Mix - S5-9 Mix

Gesamtkeimzahl

pro ml

X 108

M/P Behandlung
M/P Negativ-Kontrolle

+ 5-9 Mix |— S-9 Mix

399,0

3,03* |

480,8

3,65%

20

428, 3

3;25%

Negativ-Kontrolle
0

131,8 94,0

1,00

Positiv-Kontrolle
Endoxan 435

263,0 175,5

* muta

gener Effekt




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

an Salmonella typhimurium TA 1537

1.

Wiederholung

Tabelle 6

Dosis
in
ug pro Flatte

Mutan*en / Platte
(M/P)

+ S-9 Mix I- S-9 Mix

Gesamtkeimzahl

pro ml

X 108

M/P Behandlung
M/P Negativ-Kontrolle

+ 5-9 Mix = 5~9 Mix

2000

Qx**x

30,0%*

1000

|
8,8%*x* L

251;6**

500

9,5

299,2

Negativ-Kontrolle
0

9,5

310,3

1,00

Positiv-Kontrolle
Endoxan 435

289,3

20,37%

|
|
|
1,00 |
:
|
|

* mutagener Effekt
** bakterientoxischer Effekt
*** Ba ckgroundwachstum (5)




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

an Salmonella typhimurium TA 98

oty

“

A 1. Wiederholung

=L

D os is
in
pg pro Platte

Mutantég / Platte

+ S-9 Mix

Gesamtkeimzahl

pro ml

X 108

M/P Behandlung

M/P Negativ-Kontrolle

+ S-9 Mix | - S-5 Mix

84,0%%*

199, 1%*

2,08*

119, 3%*

225,8%%

2,96%

20

120,8

372,4

S

3,00%

Negativ-Kontrolle
0

40,3

312,6

1,00

Positiv-Kontrolle
Trypaflavin 200

415,3

27,57%

* mutagener Effekt

** bakterientoxischer Effg@t
*** Backgroundwachstum (5) "

+

Tabelle 7




Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44M

aﬁ Salmonella typhimurium TA 1537

2. Wiederholung

Tabelle 8

ug pro Platte

Mutanten / Platte
(M/P)

+ S-9 Mix |- S-9 Mix

Gesamtkeimzahl
prec ml

x 108

M/P Behandlung
M/P Negativ-Kontrolle

+ S-9 Mix l - 5-9 Mix

2073,6

Qx%*

1,1%%

1728

5'0***

11,9%*

1440

7,8r%%

99,8*%

1200

5'3***

157 ,5%*

1000

8,8%%%x

180,0%**

Negativ-Kontrolle
0

14,3

257.3

Positiv-Kontrolle
Trypaflavin 200

306,0

350,2

* mutagener Effekt

** bakterientoxischer Effekt

*** Backgroundwachstum (5)
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1.

ZUSAMMENFASSUNG

Desmodur 44 V 20 wurde im Salmonella/Mikrosomen=Test in Dosen
bis 12500 pg pro Platte an vier Salmonella typhimuriuwm J,T2-

Mutanten auf mutagene Wirkung geprift. Hierbei handelte es sic
um die histidin-auxotrophen Stidmme TA 1535, TA 100, TA 1537 und

TA 98.
&

Dosen bis zu 1000 pg pro Platte fihrten nicht =zu })Sﬁ?r(n Lo
toxischen Effekten., Die Gesamtkeimzahlen b]it%nx¥1n1vﬁrdn{vr1d
Eine Wachstumshemnung konnte nicht fvstgcstel%ﬁ werden. Im
dariiber hinausgehenden Dosisbereich wirkte a\‘jc Substanz sowohl
chne als auch mit $-9 Mix nur schwach b:kEEriontoxisch, so dah
dieser nur bedingt bis 2500 pg pro Platte zur Bewertung
gezogen verden konnte., Ab der Dosis 2500 pg pro Platte kaw

zu Substanzprizipitationen, so daf die h8&chste Dosis nicht

wertbhar war. Cb

\'?-..
Es fanden sic i Salmonella typhimurium TA 100 Hinweise auf

eine mutagene Wirkung von¥Desmodur 44 V 20. Hierbei lieh sich

an Salmonella Lyphimqi}%ﬂ TA 100 eine biolegisch relevante

Erhdhung der Mutant§gzahiou auf mehr als das Doppelte der
jeweiligen Negatigy-Kontrolle feststellen. Die niedrigste
effektive reproduzierbare Dosis betrug hierbei fiir Salmonel
typhimurium TA 100 125 pg pro Platte. Desmodur 44 V 20 mul
daher als schwach aber eindeutig mutagen im Salmonclla/
Mikrosoﬂéh«Tost bezeichnet werden.

N

Die Positiv-Kontrollen Erdoxan®™ und Trypaflavin wirkten

igﬁ mutagen, wie aus dem biologisch relevanten 2Anstieg

EKMutantenkolcnivn gegeniiber der jeweiligen Negativ-Kontrcl

ersichtlich ist.




1.

Mutagenitidtsuntersuchungen an Desmodur 44 V 20 erfolgten

dem Salmonella/Mikrosomen-Test nach Ames et al. (1973a, 1975),
der besser unter dem Trivialnamen Ames-Test bekannt ist,
Bei Desmedur 44 V 20 handelt es sich uvm ein Produkt der Spante

Der Salmonella/Mikroscomen-Test stellt eine Methode zuyscreening-

PU, dessen Wirkstoff auch die Kurzbezeichnung MDI crdagt

Untersuchungen auf die punktmutagene Wirkung chemigcher Agengzicn

in vitro dar. Der Nachweis solcher Effekte t’.‘['fol}& an auxotrophen
Mutanten von Salmonella typhimurium, Hierzu witd die Riickmutal ions-
rate zur Prototrophie in Negativ-Kontrollen xnd Behandlungsgruppen
untersucht. Aus einer ausreichenden Erhﬁhuﬂ% dieser Rate in den

Behandlungsgruppen 1ldft sich dann auf eine mutagene Wirkung schliel

Der Siugerstvoffwechsel, der in der chemischen Mutagenese von qgroflie
Badeutung ist, wird hierbei dnlghcﬁiu 9000 g-Fraktion von homogoeni-
siur!(nl:5Hugcrlcﬁun11::nnulLCLL.?Eusarmuni1uit Cofaktoren bildct die
den sog. S5~9 Mix, der das efgentliche Stoffwechselmndell in

Versuch darstellt. %
=\

Die Methode selbst mu&?als sehr sensibel betrachtet werden
(Herbold et al. 1976 1978) und ist flir schnelle Screening-
Untersuchungen durchaus gecignet. Nach den vorliegenden Pub-
likationen besteht eine hohe Korrelation zwischen mutagenen
bzw. nichtmutagenen Befunden im Salmonella/Mikrosomen-Test und
Caruinogengg respektive nichtcarcincgener Wirkung der unter-
suchten §ﬁbstanz (McCann et al. 1975a, 1976; Purchase et al.
19?6&%J978}. Der Test stellt also auch ein gutes System zum
Scfﬁening auf carcinogene Wirkung dar, wobei man seine Ergeb-

ﬁ%ﬁse jedoch nicht liberbewerten sollte, da diese hohe Korrelalionsg-

o~
‘rate nicht flir alle Substanzgruppen gelten diirfte (Ames, pers.
Mitteilung) .

Studie Nr.: DESMODUR 44 V 20/008




2. METHODEN

tanzen
Testsubstanz: Desmodur 44 V 20, Pt. 101079, ein technisches
Gemisch, dessen Hauptbestandteil die Summenformel C1.
& |
und die Struktur

['-\13?3'@112—<‘@) -MNCO pesitzt.

Positiv-Kontrollen: e

)

1. Endoxan (Asta), Pt. 8343, ein verbreitet@s Zytostatikun,
dessen Wirkstoff Cyclophosphamid ein u%kylicrvndvﬁ Al

und bekanntes Promutagen darstellt,

Trypaflavin (Roth), Pt, 0262995,%ler Wirkstoff des Pan-

flavins und Rivanols, ein PFrameshiftpromutaqgen.

Indikatororganismen O

Als Indikatoren zum Purktmugagenitdtsnachwelis dienten

Histidinmangelmutanten von Salmonella typhimurium LT1'Z.

Diese wurden ‘pl{lLl}<gE§ den Salmonella/Mikrosomen—=Test

selektiert., Da sichuaktmutationen in zwei Grundklassen
gliedern lassen - Pasenpaarsubstitutionen und Frameshift-
mutationen - kaf@n mehrere Stdmme zur Verwendung, durch
die beide Typen erfalbbar sind. Dies waren die von Ames
et al, (1973b) selektierten Stamme Salmonella typhimurium
TA 1535 und TA 1537, sowie die von McCann (1975h) ent-
wickeltén Salmonella typhimurium TA 100 und TA S8. TA 1535
und TA 100 tragen hierbei die Basenpaarsubstitution his
46, wobei TA 100 zusdtzlich noch das Plasmid pKM 101
th wdlt, Dieser R-TFaktor, der auch in TA 98 enthalten ist,
codiert eine Ampicillinresistenz und soll die Sensitivital
der Stdmme erhéhen. TA 1537 und TA 98 tragen Frameshift-
marker. Beid TA 1537 ist dies die +1-Mutante hig C 3076 und
bei TA 98 der +2-Typ his D 3052,

Weiterhin becitzen alle Stdmme noch zwei weitere Eigen-
schaften gemeinsam, durch die ihre Sensitivitdt erhoht
werden soll. Einerseits sind sie deep rough, d.h. ihre
Lipopolysaccharid-Seitenketten sind teilweise nicht vor-

handen, so daB auch gréfere Molekiile in das Rakterium eindringen




und Mutationen erzeugen konnen. Andererseits ist ihre UV-
repair so gestort, daB Schdden, wie sie auch durch UV-Licht
ausgeldst werden (z.B. Thymindimere), nicht mehr behoben

werden konnen und somit als Mutationen manifest werden.

Bakterienkulturen wurden nach den Vorschriften von Ames et al.
(1973b) und McCann et al. (1975b) hergestellt und bei -=-80°C
in 0,5 ml Portionen gelagert. Zur Benutzung wurde pro Stamm

eine Portion aufgetaut und davon je 0,1 ml in ein R&Rkrcheon

—

mit Sml 37°C warmer Nutrient Broth iiberfihrt.

S-9 Mix

2 L T \
“ur Verstoffwechselung diente S$-9 Mix, d&r aus den Lebern von
mindestens 6 adulten minnlichen Spraqu&PDawley Ratten, ca.
200-300 g schwer, hergestellt wurde. 2Zur Enzyminduktion er-
hielten die Tiere 5 Tage vor der Aufarbeitung eine einzige
intraperitoneale Injektion Argclor 1254 in einer Dcsis von
500 mg/kyg Kérpergewicht, geldst in ErdnuBdél. Die Ticre wuidlc
entsprechend den Angaben von Ames et al. (1975) aufgearheq
und die S-9 Fraktion bei~-80°C in 10 ml-Portionen gelagort,
Zur Verwendung wurden diese Portionen in Eiswasser langsan
aufgetaut. Der S5-% Mix wurde frisch bereitet (Ames et al.
1973a), wobei die S-9 Fraktion aus der Aufarbeitung vom
17.3.1980 stammte und zu 30% im fertigen S-9 Mix enthalten

war.,

' 'xsuchsdurchfiihrung

Die Versuchsdurchfiihrung erfolgte nach Ames et al. (1972a,
_1975}. Zur Mutantenbestimmung wurden pro Substanz und Dosis

je 4 Ndhrb8den pro Stamm benutzt. Als Negativ-Kontrolle dienter
ebensoviele Platten, wobei diese mit dem Lsungsmittel »hne

Testsubstanz beschickt wurden.
Zur Gesamtkeimbestimmung dienten in allen Gruppen je 2 Flatton.

Die benutzten Bakteriensuspensionen stammten aus 24-Stunden-
Kulturen in Nutrient Broth, die bhei 37°C bebriitet worden
waren. Zur Gesamtkeimbestimmung diente hierbei eine Verdilinnuug

der Stufe 107°,




Alle Gruppen wurden mit 5-9 Mix versehen; zusdtzlich wurden sic
auch ohne §-9 Mix untersucht, um eventuelle Entgiftungen durch

den Stoffwechsel zu erfassen.

Nachdem die Platten 48 Stunden bei 37°C inkubiert worden waren,

wurden sie ausgezdhlt.

Es wurden folgende Dosen pro Platte im Hauptversuch untersucht:

kg pro Platte

Negativ-Kontrolle 0,0

Desmodur 44 VvV 20 12500,0

nnsmuQHL 44 Vv 20 2500,0

NDesmodur 44 vV 20 500,0

Desmodur 44 20 100,0:

Desmodur 44 Vv 20 20,0 .

Positiv-Kontrolle Endoxan 435,0% (nur TA 1535 und TA 100)
8. Positiv-Kontrolle Trypaflavin 200,0 (nur TA 1537 und TA 48)
Die Dosen der Wicderholungsversuche lassen sich aus den
Tabellen 5 bis 8 entnchmen.

Als LAsungsmittel diente filir Desmodur 44 V 20 und Trypaflavin

DMS0 sowie flr Endoxan entmineralisiertes Wasser.

Die Untersuchungen erfolgten von Mdrz bis April 1980 am
Institut flir Toxikologyie. Alle Rohdaten befinden sich im Archiv

dieses Institutls.

Bewcrtung

Als positiv gilt eine reproduzierbare dosisabhidngige Lrhdhung
der Mutantenzahlen mindestens ¢ines Stammes, wobel in etwa das

“Doppelte der Negativ-Kontrolle erreicht werden sollte.

entspricht 300,0 py Cyclophosphamid




3. ERGEBNISSE

Die Mittelwerte der Platten pro Desis sind aus den Tabellen 1

bis 8 zu entnehmen.

Wie sich hieraus ersehen ldBt, ergab sich kein Hinweis auf eine
bakterientoxische Wirkung von Desmoclur 44 V 20 in Dosen bis
1000 pg pro Platte. Die Gesamtkeimzahlen erbrachten fir diesec
Konzentrationen immer die gleichen Werte wie die Negufiv—
Kontrollen oder differierten nur unwesentlich und Eiolnqiauh
irrelevant. Eine Wachstumshemmung konnte ebenfa l‘j"s nicht fest-
N
gestellt werden. Hdhere Dosen wirkten sowohl.ohae als auch mit

S-9 Mix nur schwach bakterientoxisch und waren daher fiir einc

Beurteilung nur bedingt big 2500 pug pro Platte ausschlagachend,

Ab 2500 pg pro Platte kam es jedoch zu Substanzprédzipitationaon,

a¢ dall die hochste Dosis nicht auswertbar war.

Mit zwei der vier verwendeten Stdmme lieB sich eine Erhdhiung

R

der Mutantenzahlen auf mehr als Doppelte der jeweilioon
Negativ-Kentrolle feststellen. Bei diesen Stammen handelie es

sich um Salmonella typhimurium TA 100 und TA 98 [Tabellen 2 und 4)
Die Verdoppelung an.Salmonella typhimurium TA 98 konnte nicht
bestdtigt werden (Tabellen 6 und 8) und ist somit als zufalls-

bedingt zu betrachten.

Die Befunde an Salmonella typhimurium TA 100 wurden durch den
Wiederholungsversuch bestitigt (Tabelle 5).

Die niedbri_gste effektive und reproduzierbare Dosis lag hierboi

fir Salmonella Lyphimurium TA 100 bei 125 pg pro Platte {(Tabelle 5,

Pogitive Befunde ergaben sich nur mit S-9 Mix. ]

Zusdtzlich wurde noch ein Wiederholungsversuch ohne L&sungsmitiel
durchgefiihrt um eventuelle Reaktionsbeeinflussungen durch das
Lésungsmittel zu ilberpriifen. Hierbei kam es entgegen den Untoy-
suchungen mit DMGO bereits in niedrigsten Dosen zur Bildung von
Kugelartigen Figuren auf den Platlten. Da sich diese Troépfchen

mit einer Polyharnstoffhaut iliberziehen, muB davon ausgegangcn
werden, daB die Substanz bei diesem Versuch nur in sch: gerinoon

Mengen frei zur Verfigung stand.



Wie sich aus Tabelle 7 entnehmen ldBt, ergab sich auch hier
im subtoxischen Bereich eine leichte Erh&éhung der Mutantenzalilen,
die jedoch nicht mit den Wirkungen an TA 100 aus Tabelle 2 und

5 unter Verwendung von DMSO vexrgleichbar ist.

. . . s . 1 - . = . . s e -
Die Pesitiv-Kontrollen Endoxan und Trypaflavin erhéhten die Zahl

i der Mutanten weit iiber die Negativ-Kontrollen und zeigten scomit
die Sensitivit des Systems und die Aktivitdt des 5-9 Mix, da
sie zur mutagenen Wirkung weitc hend der metabolischen’ Aktivieran
bediirfen.

o <
y .
T
.
- ) % £ g
; : A : y i ! : e
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BEURTETLUNG

o

Desmodur 44 v 20 filihrte im Salmonella/Mikrosomen-Test nach Ver-
wendung von Dhosen bis 12500 pg pro Platte erst ab 2500 ng pro rPl
sowohl mit als auch ohne 5-9 Mix zu bakterientoxischen Effekten.
Desen fililirten nicht z» einer Verminderung
2500 pg pro Platte kam esg

die hochste Dosis micht

einzelnen Dosisgruppen ergab Ninsichtlich

ing wichtigen Parameter (DosisZifekt, Verdopp:lun
yphimurium TA 100 klare l..\ir_)Lng'i.:'l‘!'n relevante Uanteur-
i1 Negativ-Kontrollen, die als mutagene
44 20 zu deuten sin a hierbei die
und reproduzierbaren
mutagene Warkung abeor Lo
zw- hbeobachten war,

im Salmonell:

At gy
utaden im oa

nur als extrem schwach mutagene bis nicht mutagene 2zu
bezeichnenden Ercebnisse ohne DMSO lassen zwel Erkldrungs:

moglichkeiten offen:

1. Die Substanz bildete sofort nach Einpbringen ins polare
Milieu Tropfchen, die sich mit einer Polyharnstoffhaut
tiber ziehé&n und so fir den Versuch nicht mehr zuar Verfigung
standen. Eine solche Reaktion konnte mit DMSO nicht beob-

achtet werden.

Die bei dem Versuch mit LOsungsmittel zugegebene Menge
DMSO konnte in der Lage sein, die Umsetzungsweise von Des-
modur 44 v 20 zu beeinflussen, so daB ein anderer Stoffwechise

weqg eingeschlagen wird als dies ohne DMSO der Fall ist.

Welche der beiden MOglichkeiten zutrifift, ist anhand der BEr-

gebnisse nicht zu sagen.




Die Positiv-Kontrollen erhdhten trotz der eingesetzten niedrigen
Dosen die Mutantenzahlen klar iber die Megativ-Kontrollen und
zeigten dadurch die hohe Sensitivitdt des Systems.

Aufgrund dicser Sensitivitdt konnten im Salmonella/Mikrosomen-
Test klare Hinweise auf schwache mutagene Effekte vwon Desmoduv
44 Vv 20 in bewertbaren Dosen bis 2500 pg pro Platte an Salmonclla

typhimurium TA 100 gefunden werden.

S
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Salmonella/Mikros

an Salmenella

Dos i é
in
pro Platte

Mutanten / Platte
‘(H/P)

+ S-9 Mix {- S-9 Mix

amtkelinzahl

pro ml

X 1@

M/P Behandlung

M/P Negativ-Kontrolle

+ 5-9 Mix - 5-9 Mix

auswertbar

20

Negativ-Kontrolle

n
v

Positiv-Kontrolle
Bndoxan 435




Salmonella/Mikrosomen-Ta
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Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur

an Szlmonell
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—vunhimurium

[ i LA

M

wn

|-
i)
o
]
H

Boasis Mutanten / Platte Gesz=mtkeimzahl M/P Behandlung
_;.I'l y 1 - . M/ aatdaK g
Lg pro Platte (H/P, pro ml M/P Negativ-Konirolle
' 3
+ S-9 Mix I- S-9 Mix x 10 + S-9 Mix | - S-9 Mix
12500 I richt auswertbar ]
I
R I v _ |
2500 4 BEx* ' 5, 5%%% 0,2 ;53 0-69
£00 10,3 l 4,3 16z,6 1,14 I 0,54
l -y 4 I -
100 5,3 2,8 g7, 4 ;59 I 0.35
20 6,3 | 3.8 200,9 0,70 | 0,48
N tiv-Kontrocll ! 4 i
Egars 0*°‘ ELE 9,0 | 8,0 | 180, 4 1,00 | 1,00
Positiv~Kontrolle = = R o i .
5 ’3 . \‘: * *
 iavin 200 355,5 | 140,5 197, 2 9450 | 17,56
* mutagener Effekt ¥
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Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44 V 20

an Salmonella typhimurium TA 98

Tabelle 4

Bosis
in
ug pro Platte
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Mutanten / Platte
- (/P)

+ S-S Mix |-

Gesamtkeimzahl

pro ml

M/P Behardlung

M/P Negativ-Kontrolle

+ S5-9 Mix - 5-9 Mix

|
]

50'5*** 18'0***

|
|
|
|
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26,0

1
|
|
|
|
|

Negativ-Kontrolle

v

Positiv-Kontrolle
Trypafiavin 200
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Positiv-Kontrolle
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Wiederholung
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~ -~ 3
r 44 V 20
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Tabelle 6

Dosis
in

Mutanten / Platte

Gesamtkeimzahl

M/P Behandlung

ug pro Platte (M/P) pro ml M/P Negativ-Kontrolle
, - |
= r - -9 Mi |
VERELET | BB 5 | x 10° + §-9 Mix | - $-9 Mix
1900 29,5 l 247,9 0,56 |
[ - : i
500 34,0 ‘ 196,7 (0,64
I i |
|
250 81,8 l 203,4 1,54 |
Negativ-Kontroll ! i
e ey 53,0 | 34,5 203,9 1,00 | 1,00
oy v-Eamttotle 803,8 I 9,0%** 158, 3 ; 15,17* | 0,26

Trypaflavin 200

* mutagener Effekt
*** Bacikgrcundwachstum (5)
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2. Wiederholung
e g

a2 typhimuz

(pur ohne

Takelle 7

Deosis
in
ul pro Platte

A

Mgianten / Platte
v (m/P)
Q

Cezamitikeimzanl

Pro mi

M/P Behandlung
M/P Negativ-Kontrolle

Ll O

:'?\' e | 11]“.’.

+ S-9 Mix l- S-S Mix

78, 5%%* ©

11 5Fx%

8

Megativ-Kontrolle
0

119,0

Positiv-Kontrolle
Encoxan 435

!
|
170, 3 |
!
|
|

293,0

197:5

Negativ-Kontrolle
2
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yoaflavin 200

& Salmonella/Mikrosomen-Test mit Desmodur 44 V 20
COI_; an Salmronella +typhimurium TA 98 Tabelle
N 2. Wizgerhocliung
[&
: Bosid s Méianten / Platte i GCesamtkeiumzahl M/P Rehandlung
in - § 5 o B ot | L -
ug pro Platie ”?ﬂg{?) ! pro rl M/P Hegativ-Kcntrolle
" a .
! + S5-9 Mix I S-5 Mix | x 10 + S5-9 Mix l - 5-9 Mix
i 1
I !
7006 47,8 14,9 0,992 I
6)
1 ~ |
560 47,8 ¥ 12,5 0,99
l e I
-
230 68,0 | £ 44,1 1,40 l
| & i
125 578 19,9 1,18
= I ]
{
62,5 53,0 | 16,4 1,09 ]
Negativ-Kontrolle I !
{ s ' 48,5 | 8,8 17,9 1,00 : 1,00
]
Positiv-Kontrolle 962, 0 : 5,0 15,6 Q9,84 | 0,57
bz

* mutagener Effekt
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